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Il lavoro sperimentale di questa tesi verte sull’estrazione di una molecola presente nell’olio 
vergine di oliva, l’oleocantale, e sugli effetti che tale molecola mostra su linee cellulari di 
melanoma umano e di adenocarcinoma al colon umano. Suddetto lavoro si inserisce in un 
ampio progetto multidisciplinare che si propone di studiare le proprietà nutraceutiche 
dell’olio tal quale e dei suoi componenti fenolici e polifenolici. 
 
Nel 1970, Ancel Keys, il primo biologo nutrizionista della storia, pubblicò uno studio 
riguardante i benefici apportati dalla dieta mediterranea sulla salute umana, il “Seven 
Countries Study”, comparando i regimi alimentari di vari soggetti, di età compresa tra i 40 
ed i 59 anni, provenienti da sette paesi: Grecia, Italia, Giappone, ex Jugoslavia, Olanda, Stati 
Uniti e Finlandia. Egli studiò per diversi anni l’incidenza delle malattie coronariche nei 
paesi che facevano una assunzione abitudinaria di cibi contenenti molti grassi insaturi a 
dispetto dei paesi del bacino mediterraneo che si cibavano in prevalenza di pasta, pesce e 
prodotti ortofrutticoli, utilizzando esclusivamente l’olio vergine di oliva come condimento. I 
dati da lui ottenuti furono confermati da una serie innumerevole di studi successivi, durati 
per circa 30 anni, in cui la dieta mediterranea venne associata ad una bassa incidenza di 
danni cardiovascolari e neurodegenerativi (Pitsavos 2005;  Estruch 2006), ad una minore 
tendenza a contrarre infezioni (Dai 2009; Panagiotakos 2009; Fragopoulou 2010), nonché ad 
una minore insorgenza di alcuni tipi di cancro e danni ossidativi (La Vecchia 2004; Dixon 
2007).  
 La comunità scientifica ha così riconosciuto i benefici dell’alimentazione del bacino 
mediterraneo suggerendo, quale modello ottimale di alimentazione, la tradizione millenaria 
di una dieta basata su pane, pasta, olio di oliva, legumi, frutta, verdure fresche e il pesce. Il 
condimento principale della dieta mediterranea è l’olio vergine di oliva (VOO), assunto in 
quantità media tra i 25 ml ed i 50 ml al giorno.  
Inizialmente i benefici apportati vennero attribuiti all’alta concentrazione, nel VOO, di acidi 
monoinsaturi, ed in particolare all’acido oleico. Vennero così sperimentati altri oli di semi 
(di girasole e di soia), contenenti una elevata concentrazione di acido oleico, ma questi non 
mostrarono alcun effetto benefico simile al VOO. Oltre all’acido oleico, nel VOO è presente 
una minore ma significante frazione fenolica, non presente negli altri oli, alla quale sono 
stati, dunque, attribuiti gli effetti benefici. Sono stati così studiati, tramite indagini 
nell’animale e nell’uomo, 36 componenti fenolici presenti nel VOO, che hanno mostrato 
effetti positivi a vari livelli nell’organismo. In particolare, hanno mostrato un effetto 
ipolipidemizzante, un’azione migliorativa delle funzionalità cellulari e di riduzione dei 
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danni cellulari di tipo ossidativo, una riduzione dei  markers infiammatori, un’azione 
antimicrobica e anti-neurodegenerativa. La molecola avente una maggiore attività all’interno 
della frazione fenolica si è rivelata essere il -(-)decarbossimetil ligstroside aglicone, 
successivamente chiamato oleocantale (vedi par. 1.2). (Beauchamp 2005) 
 
 
                                   






1.1 COMPOSIZIONE CHIMICA DELL’OLIO D’OLIVA 
 
L’olio d’oliva è composto da due frazioni: una “ saponificabile”, che rappresenta circa il 
98%, e per il restante 2% da una frazione insaponificabile, rappresentata da costituenti 
minori che hanno però notevole importanza nutrizionale.  
 
Figura 2. Sintesi trigliceridi 
La frazione saponificabile  è costituita da trigliceridi, per il 55% semplici ( dove tutti e tre 
gli acidi grassi sono uguali) e per il 43% misti (uno o più acidi grassi si differenziano dai 
rimanenti); contiene, inoltre, minime quantità di mono e digliceridi (glicerolo esterificato 
con un solo o con due acidi grassi). I digliceridi possono essere degli 1,2 digliceridi oppure 
degli 1,3 digliceridi. Gli 1,2 digliceridi sono i precursori dei trigliceridi e derivano quindi da 
una incompleta biosintesi, mentre gli 1,3 digliceridi derivano dal processo di idrolisi dei 
trigliceridi. Questo aspetto è molto importante perché il rapporto tra 1,2 digliceridi ed 1,3 
digliceridi ci dà un'idea dello stato di conservazione dell'olio. Se prevalgono gli 1,2, che  
derivano dal naturale processo di biosintesi, significa che l'olio è fresco, se prevalgono gli 
1,3, che derivano invece dalla degradazione enzimatica, significa che siamo in presenza di 
un olio invecchiato.  
La composizione in acidi grassi varia in relazione alla varietà dell'oliva, al grado di 
maturazione delle drupe (frutto carnoso indeiscente), al clima e al periodo della raccolta.  
Vi sono tuttavia degli acidi grassi particolari che rappresentano sempre e comunque la quasi 
totalità degli acidi grassi contenuti nell'olio di oliva; si tratta dello stearico, del palmitico, 
dell'oleico e del linoleico.  
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Una caratteristica che distingue l'olio di oliva dagli altri oli vegetali è legata al suo maggior 
contenuto in acido oleico; negli oli di semi prevale invece il linoleico. Nell olio d’oliva di 
buona qualità, l’acido oleico non dovrebbe essere inferiore al 73%, l’acido linoleico non 
dovrebbe essere superiore al 10% , ovvero il rapporto oleico/linoleico dovrebbe essere 
maggiore o uguale a 7. Grazie alla presenza dell’acido oleico, l’olio d’oliva mostra una 
minor tendenza all’irrancidimento in quanto quest’ ultima è direttamente proporzionale al 
numero di doppi legami presenti negli acidi grassi, e l’acido oleico è un acido grasso 
monoinsaturo (doppio legame cis tra 9 e 10 a partire dall’estremità metilica). 
 
               
Figura 3. Struttura acido oleico 
 
Dal punto di vista della salute, l’acido oleico riduce le lipoproteine LDL (Low Density 
Lipoprotein), innalzando i livelli di HDL (High Density Lipoprotein), prevenendo, quindi, lo 
sviluppo di problematiche cardiocircolatorie, protegge la mucosa gastrica, inibisce la 
secrezione di bile e, infine, ha azione lassativa.  
L’irrancidimento è, inoltre, ostacolato dalla presenza, nell’olio, di vitamina E e polifenoli 
che fanno parte della frazione insaponificabile. Questa frazione comprende circa 220 
sostanze, alcune delle quali sono dotate di valore terapeutico (alcoli e steroli), altre 
(polifenoli) sono responsabili della nota aromatica dell’olio quali profumi e sapori e altre 
ancora (tocoferoli e polifenoli) sono agenti antiossidanti naturali in grado di conferire 
resistenza all’invecchiamento e all’irrancidimento. 
Nella frazione insaponificabile (Fig. 4) si trovano alcoli alifatici ed alcoli triterpenici che 
hanno una grande importanza analitica per l’individuazione degli oli ottenuti mediante 
estrazione con solvente oppure mediante pressione meccanica. Tra i triterpenici troviamo il 
cicloartenolo che favorisce l’eliminazione del colesterolo andando ad aumentare la 
secrezione degli acidi biliari; l’eritrodiolo e l’uvaolo che provengono dalla buccia, in studi 




Tra pigmenti colorati ci sono i carotenoidi, precursori della vitamina A, che rallentano 
l’invecchiamento della cute e delle mucose e sono responsabili delle tonalità gialle dell’olio, 
e le clorofille, responsabili invece delle tonalità verdi. 
 
 
Figura 4. Struttura chimica dei componenti della parte insaponificabile dell’olio vergine d’oliva 
 
La frazione insaponificabile  è anche ricca di fenoli semplici come tirosolo e idrossitirosolo 
(alcoli fenolici) o acido vanillico e caffeico (acidi fenolici), polifenoli come lignani e 
flavonoidi e secoiridoidi. 
La concentrazione del tirosolo e dell’idrossitirosolo (Fig. 5) aumenta durante lo stoccaggio 
come conseguenza dell’idrolisi di alcuni secoiridoidi: oleaceina e oleuropeina aglicone che 





               Figura 5. Struttura chimica dei principali fenoli semplici dell’olio vergine d’oliva. (A. Napolitano e colleghi. Olives and 
Olive Oil in Health and Disease Prevention. 2010) 
 
 
Figura 6. Struttura chimica dei secoiridoidi. 
 
L’area di produzione dell’olio ottenuto dalla lavorazione delle olive è talmente ampia che si 
hanno molteplici tipologie di prodotto in relazione alla natura del clima, del terreno, delle 
tecniche culturali, alla modalità di estrazione e conservazione. 
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1.2   IDENTIFICAZIONE DELL’ OLEOCANTALE 
  
Il -(-)decarbossimetil ligstroside aglicone è stato riportato per la prima volta in letteratura 
nel 1993 da Montedoro e Servili in seguito ad uno studio di separazione dei composti 
fenolici dell’olio vergine d’oliva, servendosi dei metodi di HPLC, 1H-NMR, 13C-NMR, 
spettri UV e spettri IR. Dieci anni dopo, nel 2003, Andrewes e colleghi riportarono nella 
letteratura che il -(-)decarbossimetil ligstroside aglicone era l’unico responsabile 
dell’irritazione del tratto orofaringeo che si percepisce dopo l’ingestione dell’olio vergine 
d’oliva. Andrews arrivò a tale conclusione dopo aver separato i composti fenolici, 
servendosi del metodo descritto da Montedoro, e dopo aver visto che il composto presente in 
maggior quantità era una molecola che dalla spettroscopia di massa risultava avere il peso 
molecolare di 304 g/mol.  
Analizzando i diversi composti fenolici contenuti nel VOO, la molecola che risultava avere 
tale peso molecolare corrispondeva al -(-)decarbossimetil listroside aglicone.  Nel 2005 
Beauchamp e colleghi confermarono tale ipotesi in seguito a svariati esperimenti. 
Beauchamp era dubbioso se la sensazione di pizzicore e bruciore, provocata dall’ingestione 
del VOO, fosse dovuta ad un sinergismo dei vari effetti dei composti fenolici, oppure se 
fosse dovuto alla sola molecola di -(-)decarbossimetil ligstroside aglicone.  
Sintetizzò così tale molecola e la aggiunse, in varie concentrazioni, in un olio di mais che ne 
era privo. Egli scoprì che l’irritazione del tratto orofaringeo, in seguito all’ingestione del  -(-
)decarbossimetil ligstroside aglicone, era dose-dipendente.  
Il nome di oleocantale le venne conferito nel 2005 da Beauchamp (“oleo” per l’oliva, “cant” 
per il pizzicore che causa alla gola e “ale” per i caratteristici gruppi aldeidici presenti). 
In seguito all’ingestione dell’olio, il bruciore è localizzato specificatamente nella regione del 
tratto orofaringeo, mentre con altre sostanze irritanti, in genere, è percepito nell’intera area 
della cavità orale e può presentarsi di intensità variabile da individuo ad individuo, ovvero 
come un leggero pizzicore oppure come una sensazione tale da causare colpi di tosse, nelle 
persone più sensibili (Peyrot des Gachons 2011). Recenti studi hanno identificato un 
recettore canale specifico, situato nell’orofaringe,  cui si legherebbe l’oleocantale: è il 
recettore TRPA1 (transient receptor potential cation channel, subfamily A, member 1). La 
variazione della percezione individuale dell’oleocantale può essere direttamente relazionata 
all’espressione dei recettori TRPA1.  
La specifica funzione di questi recettori-canale a livello oro-faringeo non è stata ancora ben 
determinata. I canali TRP, in generale, sono espressi nei neuroni sensoriali della via 
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nocicettiva e sono responsabili della sensazione di irritazione. Hanno dimostrato di 
partecipare alla trasduzione del dolore indotto da stimoli termici, meccanici e chimici. Per 
dimostrare che l’oleocantale agisce su tali recettori è stato usato un bloccante selettivo del 
canale TRPA1 ed inoltre è stata analizzata la risposta all’oleocantale su topi knock-out per 
tale recettore-canale. La completa assenza della risposta all’oleocantale, verificatesi in 
entrambe le condizioni, ha confermato che i recettori TRPA1 sono il target di questa 
molecola. Il recettore TRPA1 è stato individuato per la prima volta nei fibroblasti umani ma 
è localizzato anche nelle cellule ciliate del sistema uditivo e nelle cellule enterocromaffini 
intestinali dove regolano il rilascio di serotonina e la motilità intestinale. Comunque una 
delle localizzazioni più rilevanti è al livello dei neuroni somatosensitivi e nocicettivi dove 
non solo rispondono a stimoli di dolore derivanti dalle basse temperature ma rispondono 
anche ad una larga serie di metaboliti dello stress ossidativo, tra cui il perossido di idrogeno 
H2O2. 
L’attivazione dei recettori TRPA1 avviene in seguito alla formazione di un legame 
covalente delle sostanze elettrofile con il residuo di cisteina presente all’interno del canale, e 
determina ingresso di calcio nella cellula.  
13 
 
1.3 L’OLEOCANTALE NELL’INFIAMMAZIONE 
 
Gli antiinfiammatori non steroidei fenilpropanoici, come l’ibuprofene, causano una 
sensazione irritante simile a quella provocata dall’oleocantale. Beauchamp e colleghi 
(2005), dimostrarono che l’ibuprofene, come l’oleocantale, va ad agire sui recettori TRPA1. 
 
                          
                   Figura 7. Espressione dei recettori TRPA-1 nella regione orofaringea che riflette la risposta infiammatoria attraverso 
l’attivazione di P38 MAPK 
 
 I risultati  dello studio dimostrarono chiaramente che l’oleocantale inibisce le 
cicloossigenasi (COX-1 e COX-2) o prostaglandina-endoperossido sintasi, in maniera 
analoga ai FANS.  
Le cicloossigenasi sono enzimi che appartengono alla classe delle ossidoreduttasi e 
catalizzano la trasformazione dell’acido arachidonico (acido grasso polinsaturo a 20 atomi 
di carbonio) ad endoperossido prostaglandinico PGG2 che viene successivamente convertito 
in PGH2. La PGH2 viene trasformata enzimaticamente in tre prodotti: 
 il Trombossano A2, che si trova soprattutto nelle piastrine. Si tratta di un composto 
piuttosto instabile che provoca aggregazione piastrinica e vasocostrizione; 
 la Prostaciclina o PGI2, che si trova prevalentemente nella parete dei vasi, e ha effetti 




 le prostaglandine PGD2, PGE2, PGF2, che si riscontrano in varie zone dell'organismo, 
rappresentano i metaboliti COX-derivati più stabili ed esercitano diverse azioni sul tono 
e sulla permeabilità vascolare. 
 
                         
Figura 8. Struttura acido arachidonico. 
 
L'acido arachidonico costituisce il precursore principale degli eicosanoidi, sostanze 
coinvolte nella risposta infiammatoria dell'organismo. In presenza di un danno tissutale, 
enzimi appartenenti alla classe delle fosfolipasi A2 (PLA2) liberano l'acido arachidonico dai 
fosfolipidi di membrana (ove è stato esterificato). Dall'acido arachidonico si ottengono 
quindi due tipi molecolari diversi: la serie delle prostaglandine e dei trombossani  (dalla via 
ciclossigenasica) e la serie dei leucotrieni (dalla via lipossigenasica). Al pari dell'acido 
grasso di partenza, tutte queste sostanze vengono chiamate eicosanoidi per via della struttura 
a 20 atomi di carbonio che le caratterizza. 
 
 
Figura 9. Cascata infiammatoria 
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Prostaglandine prodotte a partire dall'acido arachidonico espletano un'azione vasodilatatrice 
ed aumentano la permeabilità capillare sostenendo lo stato infiammatorio (febbre, 
dolore, edema). Tuttavia, dall'acido arachidonico, in dipendenza dalle specifiche 
prostaglandino-sintetasi espresse in un detereminato tessuto e dallo stato del tessuto, 
possono derivare non soltanto prostaglandine ad azione pro-infiammatoria, ma anche altre 
con effetto antiinfiammatorio. In condizioni fisiologiche, possiamo dire, più correttamente, 
che l'acido arachidonico e gli eicosanoidi, che da esso traggono origine, espletano, quindi, 
un'azione regolatrice e di controllo sui processi infiammatori. Le prostaglandine prodotte 
nella via ciclo-ossigenasica, infatti, agiscono rapidamente sulle cellule in cui sono state 
sintetizzate e sui tessuti vicini, dopodiché vengono inattivate ed eliminate con le urine; in 
questo modo controllano l'infiammazione impedendo lo sviluppo di reazioni abnormi. 
Comunque i FANS bloccano selettivamente la sintesi del TXA2 da parte delle piastrine in 
quanto queste essendo cellule anucleate non sono capaci di sintetizzare nuova PGH sintetasi. 
Ci vogliono 5-7 giorni affinché si formino nuove piastrine e quindi nuova PGH per la sintesi 
di TXA2.  
Le cellule dei vasi e dei muscoli lisci sono nucleate e in poche ore producono nuova PGH, 
ripristinando facilmente i livelli di PGI2. 
Ci sono due tipi di COX: 
 COX-1: prodotta in condizioni fisiologiche e importante nelle normali funzioni 
fisiologiche come la citoprotezione gastrica; 
 COX-2 : indotta da mediatori infiammatori e responsabile della produzione di alti 
livelli di PG che determinano l’insorgenza del processo infiammatorio.  
 
Beauchamp e colleghi (2005) hanno dimostrato che l’oleocantale inibisce i due isoenzimi in 
modo dose dipendente, ma non agisce sulla lipossigenasi, mimando l’azione 
antinfiammatoria dell’ibuprofene. 
 
              




L’oleocantale è risultato, inoltre, più potente dell’ibuprofene: alla concentrazione di 25 µM 
l’oleocantale inibisce per il 41/57% l’attività delle COX, mentre l’ibuprofene la inibisce del 
13/18%. In media, ogni giorno, un adulto consuma 50g di olio vergine di oliva contenenti 
circa 200 µg/ml di oleocantale; considerando un assorbimento del 60/90%, l’assunzione 
totale di oleocantale risulta essere, mediamente,  di 9 µg al giorno.  (Il dosaggio 
dell’ibuprofene è nell’ordine di centinaia di mg). 
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1.4 L’OLEOCANTALE NELL’OSTEOARTRITE 
 
L’infiammazione gioca un ruolo significativo nella patogenesi dei disturbi degenerativi delle 
articolazioni, fra cui ricade l’osteoartrite. L’oleocantale è stato recentemente studiato come 
composto terapeutico di possibile interesse nel trattamento di questa patologia. 
Nell’osteoartrite la cartilagine infiammata sintetizza spontaneamente NO (monossido 
d’azoto) dai condrociti (componenti cellulari della cartilagine articolare) ed il suo prodotto 
stabile NO2 (nitrito) è significativamente espresso nel liquido sinoviale artritico. Nel nostro 
organismo la sintesi di questo composto è affidata ad un gruppo di enzimi appartenenti alla 
famiglia delle ossido nitrico sintetasi (NOS). 
Quando la pressione arteriosa aumenta eccessivamente, l'organismo si difende sintetizzando 
ossido nitrico che, dilatando le pareti dei vasi, contribuisce all'abbassamento della pressione. 
Al contrario l'inibizione della sintesi di ossido nitrico determina un aumento delle resistenze 
periferiche ed un conseguente innalzamento della pressione arteriosa. 
Anche ormoni come la noradrenalina e le citochine (proteine secrete durante la risposta 
immunitaria) favorirebbero la sintesi di ossido nitrico da parte degli endoteli. 
In condizioni fisiologiche normali NO è biosintetizzato dall’ossido nitrico sintasi costitutiva 
NOS nelle cellule endoteliali e neuronali funzionando rispettivamente come vasodilatatore e 
neurotrasmettitore; durante l’infiammazione, la isoforma inducibile di NOS (iNOS) viene 
coinvolta nella sintesi di NO, che svolge un ruolo importante anche nella risposta del 
sistema immunitario. 
Nel 2010 Iacono e colleghi pubblicarono uno studio riguardante gli effetti dell’oleocantale 
sulla produzione NO e sulla espressione di iNOS sulla linea cellulare murina ATDC-5. 
In questa serie di esperimenti, le cellule condrogeniche ATDC-5 murine sono state stimolate 
con LPS sia in presenza che in assenza di oleocantale per osservare se queste modulavano la 
concentrazione di NO nel sovranatante. Il sovanatante delle cellule trattate con LPS senza 
oleocantale ha mostrato una elevata concentrazione di NO (valutato come nitrito), 
concentrazione di NO che invece è risultata notevolmente ridotta in presenza di oleocantale 
in maniera dose-dipendente. 
Anche la prostaglandina PGE2 gioca un ruolo essenziale nell’osteoartrite aumentando 
l’infiammazione in situ. L’oleocantale è quindi farmacologicamente attivo nell’osteoartrite 




1.5 L’OLEOCANTALE NEI DANNI NEURONALI 
 
L’ibuprofene è stato a lungo riconosciuto come agente esercitante effetti benefici sulle 
malattie neurodegenerative. Viste le similitudini strutturali e funzionali tra l’ibuprofene e 
l’oleocantale, alcuni ricercatori hanno indagato sulle possibili proprietà farmacologiche 
dell’oleocantale sui danni neuronali.  
Una patologia neurodegenerativa che è stata ampiamente studiata è l’Alzheimer. La malattia 
di Alzheimer è una forma di demenza degenerativa progressivamente invalidante con 
esordio prevalentemente in età presenile (oltre i 65 anni ma può manifestarsi anche in età 
precedente i 65). Il sintomo precoce più comune è la difficoltà nel ricordare eventi recenti 
(perdita di memoria a breve termine). Con l'avanzare dell'età possiamo avere sintomi 
come: afasia, disorientamento, cambiamenti repentini di umore, depressione, incapacità di 
prendersi cura di sé, problemi nel comportamento. Ciò porta il soggetto inevitabilmente a 
isolarsi nei confronti della società e della famiglia. A poco a poco, le capacità mentali 
basilari vengono perse. Anche se la velocità di progressione può variare, l'aspettativa media 
di vita dopo la diagnosi è dai tre ai nove anni. 
La malattia è dovuta a una diffusa distruzione di neuroni, principalmente attribuita alla beta-
amiloide, una proteina che, depositandosi tra i neuroni, agisce come una sorta di collante, 
inglobando placche e grovigli "neurofibrillari". La malattia è accompagnata da una forte 
diminuzione di acetilcolina nel cervello. La conseguenza di queste modificazioni cerebrali è 
l'impossibilità per il neurone di trasmettere gli impulsi nervosi e quindi la morte dello stesso, 
con conseguente atrofia progressiva del cervello nel suo complesso.  
La APP (Amyloid precursor protein, Proteina Progenitrice dell'Amiloide) è degradata 
durante il processo di trasporto sulla superficie cellulare (processo di degradazione della 
APP) da  tre enzimi proteolitici: la α-secretasi e la β-secretasi in un primo momento e 
successivamente la γ-secretasi. Attraverso due tagli successivi operati prima dall'α-secretasi 
e poi dalla γ-secretasi, viene prodotto un peptide innocuo chiamato p3. La β-secretasi opera 
un taglio differente che, in seguito al successivo taglio da parte della γ-secretasi, porta alla 
produzione (pathway amiloidogenico) di due peptidi di 40 e 42 aminoacidi, chiamati 
entrambi beta-amiloide (Aβ 1-40 e Aβ 1-42); di questi, il secondo (Aβ 1-42) è considerato il 
più tossico a livello neuronale. Nei soggetti sani il processo di degradazione della APP 
sembra essere operato principalmente dalla α-secretasi. Per motivi non totalmente chiariti, 
nei soggetti malati, l'enzima che interviene sull'APP non è l'α-secretasi ma la β-secretasi, 
con una larga produzione di proteina beta-amiloide. 
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In vitro, l’oleocantale inibisce la formazione di depositi da parte di entrambe le proteine 
beta-amiloidi.  
Dai peptidi di β-amiloidi derivano anche degli oligomeri solubili diversi dalle fibrille, 
chiamati ADDLs (Aβ- derived diffusible ligands), fattori neurotossici indicati come 
responsabili dell’inizio della malattia.  
A tal riguardo, nel 2005, Cleary e colleghi pubblicarono uno studio in cui vennero iniettati 
gli Aβ oligomeri solubili nei topi che rapidamente persero le loro funzionalità cognitive fino 
a perderle del tutto dopo 24h. Gli ADDLs vanno a legare dei specifici recettori post-sinaptici 
portando ad un malfunzionamento sinaptico e a tutti i sintomi dell’Alzheimer. A questo 
proposito, è stato visto che l’oleocantale, anche a bassi dosaggi come 10 nM, altera la 
struttura degli ADDLs impedendo la oligomerizzazione; potenzia, inoltre, l’azione degli 
anticorpi e quindi protegge i neuroni dall’azione tossica.  
 
                         
Figura 11. Formazione delle placche amiloidali e conseguente insorgenza dei sintomi di Alzheimer. 
 
Un’altra lesione caratteristica della patologia è l’iperfosforilazione dei grovigli tau. 
Normalmente, le proteine tau presenti nei neuroni formano brevi filamenti che 
contribuiscono, con i microtubuli, a stabilizzare la struttura della cellula (citoscheletro), ma 
che servono soprattutto a facilitare l'espulsione dalla cellula di proteine potenzialmente 
tossiche, instradandole verso l'esterno.  Quando la proteina tau è anomala, questa espulsione 
ordinata degli scarti metabolici della cellula non avviene più. Di conseguenza, all'interno del 
neurone, si accumulano diverse proteine, fra cui la beta amiloide. A questo punto la cellula 
tenta comunque di espellere le proteine attraverso altri meccanismi, che però, essendo meno 
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efficienti, non riescono ad eliminarle tutte e non impediscono alle beta amiloidi di aderire 
una all'altra durante l'espulsione, formando le tipiche placche attorno ai neuroni.  
La formazione di fibrille si verifica a causa della modifica strutturale subita dalla proteina 
che dalla sua forma naturale lineare passa nella conformazione a foglietto β e si aggrega ad 
altre proteine. Per l’aggregazione è fondamentale il dominio di legame, definito PHF6, 
contenente il motivo VQIXXK, dove V rappresenta la valina, Q la glutammina, I 
l’isoleucina, K la lisina e X indica una variabilità aminoacidica. 
Lì e colleghi nel 2009 pubblicarono uno studio in “Journal of neurochemistry” in cui, 
basandosi sulla somiglianza strutturale tra le proteine β amiloidi e la proteina tau nella forma 
di foglietto β, dimostrarono che l’oleocantale è in grado di inibire la formazione dei grovigli 
neurofibrillari. Dai risultati si evidenziò che l’oleocantale, grazie alle due aldeidi, forma una 
base di Shiff con il residuo di lisina presente nel dominio PHF6 inibendo l’aggregazione. 
Nello stesso lavoro, la valutazione della relazione struttura-attività ha dimostrato che 








                                                               
 
        Figura 13. Inibizione dei grovigli neurofibrillari da parte dell’oleocantale a diverse concentrazioni. (Journal of 
Neurochemistri, Iacono 2009) 
 
È stato inoltre dimostrato che gli altri antiinfiammatori non steroidei non sono in grado di 
bloccare l’aggregazione a concentrazioni superiori a 100 µM. Quindi questa attività è 
caratteristica solo dell’oleocantale. 
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1.6 L’OLEOCANTALE NELLA PREVENZIONE DEI TUMORI 
 
Numerosi studi in vitro hanno dimostrato che i composti fenolici dell’olio vergine d’oliva 
possono inibire l’inizio della metastasi in diversi tipi di cancro. In accordo a queste 
evidenze, nelle popolazioni mediterranee, si riscontra una minore incidenza di molti tipi di 
cancro come quello al seno, alla prostata, al polmone ed al tratto gastrointestinale; questi 
benefici sono stati ricondotti in parte  all’oleocantale, che può agire nella prevenzione del 
tumore attraverso diversi meccanismi. 
Come già riportato nel paragrafo 1.3, l’oleocantale inibisce gli enzimi responsabili 
dell’infiammazione, ovvero le cicloossigenasi, fungendo da falso substrato. Le 
cicloossigenasi sono le responsabili della formazione delle prostaglandine durante il 
processo infiammatorio, ma tali prostaglandine sono anche coinvolte nel controllo della 
proliferazione cellulare e nella formazione di nuovi vasi sanguigni, la cosìddetta 
“angiogenesi”, che è di fondamentale importanza per la vitalità delle cellule tumorali.  
Analizzando altri  meccanismi che possono essere implicati nella formazione del tumore, 
altri studiosi sono riusciti a dimostrare come l’oleocantale riesca ad ostacolare la formazione 
delle cellule cancerogene agendo su più livelli.   
Khanal e colleghi (2011),analizzando una linea cellulare di mieloma multiplo umano (ARH-
77), hanno osservato come l’oleocantale riusciva a rallentare l’espansione del mieloma 
agendo sulla MIP-1α. Le MIP (Macrophage Inflammatory Proteins) appartengono alla 
famiglia delle citochine chemiotattiche conosciute anche come chemochine.  
Nell’uomo ci sono due maggiori isoforme di MIP: MIP-1α e MIP-1β, meglio conosciute 
come CCL3 e CCL4, rispettivamente. Entrambe le isoforme vengono prodotte dai macrofagi 
stimolati dalle endotossine batteriche, attivando i granulociti (neutrofili, eusinofili e basofili) 
e stimolando la sintesi ed il rilascio di altre citochine pro-infiammatorie come la IL-1 
(interleuchina-1), la IL-6 e il TNF-α (Tumor necrosis factor) dagli stessi macrofagi e dai 
fibroblasti. L’espressione genica di entrambe le isoforme è situtata nel cromosoma 17. La 
MIP 1-α è fondamentale nello sviluppo delle lesioni del midollo osseo poiché stimola 
l’attività degli osteoclasti; l’osservazione degli effetti dell’oleocantale sulla linea cellulare di 
mieloma multiplo ARH-77 ha mostrato una notevole diminuzione dell’espressione della  
MIP-1α in tali cellule.  
Inoltre Khanal e colleghi, nello stesso lavoro , hanno dimostrato come l’oleocantale esercita 
un effetto antiproliferativo, e quindi di prevenzione del tumore indotto nelle cellule 
epidermiche JB6 Cl41 del topo. Il meccanismo d’azione con il quale l’oleocantale agisce 
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sembra da ricondursi all’inibizione delle proteine chinasi (1 e 2) e alla fosforilazione di 
p90RSK (ACG chinasi della famiglia delle chinasi ribosomiali RSK) che regolano la 
trascrizione di geni e la proliferazione cellulare. La fosforilazione di p90RSK è attivata 
dall’ATP che, in base a numerosi studi effettuati, è stato dimostrato essere attivamente 
secreto nelle cellule cancerogene anche della prostata, aumentando la possibilità di una 
crescita neoplastica del tessuto prostatico. 
 Oltre a ciò, l’oleocantale favorisce l’apoptosi inducendo la frammentazione del DNA nelle 
cellule HT-29 derivate dall’adenocarcinoma del colon umano. Svolge questa azione in 
quanto l’oleocantale è in grado di attivare le caspasi-3. Le caspasi sono un gruppo 
di proteasi con cisteina nel sito attivo; questi enzimi possono tagliare altre proteine dopo un 
residuo di acido aspartico, tale capacità non è comune alle altre proteasi. Il nome deriva 
dalle caratteristiche della proteina: C come cisteina nel centro reattivo; ASP grazie alla 
presenza dell’acido aspartico riconosciuto come sito di taglio nell’ambito di una sequenza 
amminoacidica; ASI come tutti gli enzimi litici; le caspasi sono essenziali nella cellula per 
attuare l’apoptosi.  
È stato inoltre studiato che l’oleocantale inibisce i processi tumorali in seguito alla 
fosforilazione della proteina p53. La p53, anche conosciuta come proteina tumorale 
53 (gene TP53), è un fattore di trascrizione che regola il ciclo cellulare e ricopre la funzione 
di soppressore tumorale. La sua funzione è particolarmente importante negli organismi 
pluricellulari per sopprimere i tumori nascenti. La p53 è stata descritta come "il guardiano 
del genoma" riferendosi al suo ruolo di preservazione della stabilità attraverso la 
prevenzione delle mutazioni. Deve il suo nome alla semplice massa molecolare: pesa infatti 
53 kDa. La  p53 interviene in molti meccanismi anti-tumorali: 
 attiva la riparazione del DNA danneggiato (se il DNA è riparabile), inducendo la 
trascrizione di geni riparatori del DNA come GADD45; 
 in seguito a danni del DNA p53 viene fosforilata da ATM e in tale forma può agire 
come fattore di trascrizione, migra nel nucleo, si lega a p21 inducendone la 
trascrizione e portando così al blocco del ciclo cellulare;  
  può dare inizio all’apoptosi, inducendo la trascrizione di Noxa, nel caso il danno al 
DNA sia irreparabile; se il DNA viene riparato, p53 viene degradata da MDM2 e c'è 
la ripresa del ciclo cellulare. 
 
Atri studi sono stati fatti da Elnagar e colleghi (2011) riguardo l’inibizione, da parte 
dell’oleocantale, del processo metastatico del cancro alla prostata e alla mammella. La loro 
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attenzione si è spostata sul recettore c-Met per il fattore di crescita degli epatociti (HGF). Il 
recettore c-Met è un recettore tirosin chinasico; possiede quindi il sito attivo per il fattore di 
crescita ed un dominio citoplasmatico che possiede un sito di attacco per 
l'adenosintrifosfato (ATP). Il legame con il ligando provoca un cambiamento 
conformazionale dell'N-terminale del recettore che, causando la dimerizzazione dei domini 
extracellulari, permette la diffusione laterale dei domini citoplasmatici, consentendo quindi 
il contatto tra i C-terminali e attivando l'attività chinasica. 
La dimerizzazione innesca quindi un processo di autofosforilazione, in cui l'attività 
chinasica di ogni recettore monomerico fosforila residui dell'altro. Inizialmente vengono 
fosforilati i residui di tirosina del labbro di fosforilazione, situato in prossimità del sito 
attivo. Questo causa lo spostamento di quest'ansa di attivazione dal sito catalitico, favorendo 
così il legame dell'ATP. 
In seguito all’attivazione del recettore c-Met con l’HGF si ha una risposta cellulare che 
comprende: riparazione tissutale, differenziazione, angiogenesi, aumentata capacità 
invasiva, aumentata cancerogenesi, protezione delle cellule tumorali dall’apoptosi. In molti 
tipi di tumori maligni il recettore c-Met risulta essere molto stimolato, sovraespresso o 
mutato, per questo è diventato il target di molti farmaci tumorali.  
Elnagar e colleghi, attraverso esperimenti di docking, hanno dimostrato che l’oleocantale ha 
una elevata affinità alla regione di legame dell’ATP del recettore c-Met inibendo la 
proliferazione e la migrazione di linee cellulari metastatiche del seno e della prostata in 
modo dose-dipendente. 
 
                                   
                     Figura 14. Attività antiproliferativa dell’oleocantale in maniera dose-dipendente. ( (−)-Oleocanthal as a c-Met 
Inhibitor for the Control of Metastatic Breast and Prostate Cancers, Elnagar 2011) 
Attraverso lo studio di docking, per il legame dell’oleocantale al recettore, risultano 
fondamentali la presenza dell’ossidrile fenolico, che forma un legame ad idrogeno con 
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opportuni residui aminoacidici del recettore come prolina e metionina, e i due gruppi 
aldeidici, anche essi coinvolti della formazione del legame ad idrogeno, ma con residui 
aminoacidici come la tirosina. 
 
             
                  Figura 15. Studio di docking. Siti di legame per l’oleocantale al recettore c-Met. . ( (−)-Oleocanthal as a c-Met Inhibitor 
for the Control of Metastatic Breast and Prostate Cancers, Elnagar 2011) 
 
Infine, una recente ricerca ha rivelato che l’oleocantale ha effetto anche sulle proteine 
Hsp90, inibendole. Le Hsp (Heat Shock Proteins) sono chiamate così poiché rilevate durante 
studi di denaturazione delle proteine mediante calore. Sono chiamate quindi "HSP", seguite 
da un numero che identifica il peso molecolare espresso in kDa. Sia le proteine Hsp sia le 
chaperonine ( proteine fondamentali per l'ottenimento del prodotto genico,  implicate nel 
corretto folding delle proteine) sono normalmente presenti all'interno delle cellule in qualità 
di chaperones molecolari, ma vengono prodotte in maggior quantità in seguito 
a shock termico, contrastando così l'effetto denaturante del calore (sono tuttavia anche 
implicate nel corretto folding di proteine che necessitano di "aiuto" per assumere una 
conformazione cosiddetta "nativa", ovvero quella funzionale).  
In particolare la Hsp90 sono una classe di proteine che stabilizzano proteine necessarie per 
la crescita tumorale. L'inibizione di Hsp90 consegue nella proliferazione di proteine 
ripiegate in modo errato all'interno delle cellule tumorali, inducendo così il sistema 
ubiquitina-proteosoma ad eliminare tali proteine, quindi provocando la morte di tali cellule. 
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1.7 FATTORI CHE INFLUENZANO LA CONCENTRAZIONE 
DELL’OLEOCANTALE NELL’OLIO VERGINE D’OLIVA 
 
La concentrazione dell’oleocantale nell’olio vergine di oliva è molto variabile e può andare 
dagli 0,2 mg/kg fino a circa 200 mg/kg; questa variabilità dipende da molti fattori, 
geografici, agronomici e tecnologici. 
Per quanto riguarda i fattori geografici, sono stati fatti numerosi studi riguardo la 
composizione chimica dell’olio derivante da diversi paesi, ed è stato visto che l’oleocantale 
è presente in una concentrazione di 191,8 mg/kg in un olio italiano, rispetto ad un olio 
prodotto negli USA in cui la sua concentrazione è intorno ai 22,6 mg/kg. Questa consistente 
differenza di concentrazione tra paesi diversi è data soprattutto dalla differenza di 
temperatura e umidità che vanno ad influenzare il cultivar. Determinante per l’oleocantale è 
il grado di maturazione delle olive; la percentuale di oleocantale diminuisce dal 20 al 50% 
all’aumentare del grado di maturazione dell’oliva, andando dal verde al viola, fino ad 
annullarsi del tutto raggiunto questo stadio. Dopo la raccolta, le olive devono essere 
trasportate subito nel frantoio, in contenitori arieggiati in modo da impedire fenomeni di 
fermentazione anaerobica; successivamente subiscono diversi processi tecnologici che 
rappresentano il passaggio chiave per una buona concentrazione di oleocantale nelle olive. 
Innanzitutto vi è la gramolazione; questa è necessaria per ottenere una buona fluidità della 
pasta ottenuta dalla macinazione delle olive. È in questa fase che, attraverso una serie di 
reazioni enzimatiche, si ha la formazione di composti aromatici che conferiscono sapore e 
odore all’olio. Le reazioni enzimatiche che avvengono sono catalizzate da ossidoreduttasi 
endogene che possono provocare l’ossidazione anche dei composti fenolici; con l’aumento 
della temperatura e del tempo di gramolazione si ha quindi anche una diminuzione della 
concentrazione dell’oleocantale. In seguito vi è la fase di centrifugazione, un processo 
estrattivo che serve per separare l’olio dalla pasta di olive. Ci sono due tipi di 
centrifugazione:  
 A tre fasi, richiede grandi quantità di acqua;  
 A due fasi, può procedere anche senza aggiunta dell’acqua. L’aggiunta di acqua 
serve per rendere più fluida la pasta di olive, ma modifica anche la distribuzione 
delle sostanze fenoliche tra la pasta e l’olio. 
Diversi studi hanno confermato che la concentrazione di oleocantale è maggiore in oli 
ottenuti dalla centrifugazione a due fasi (78mg/kg) rispetto a quella di oli ottenuti dalla 
centrifugazione a tre fasi (67 mg/kg). 
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Purtroppo però a causa della clorofilla contenuta nell’olio, l’oleocantale può essere soggetto 
ad un processo di foto-ossidazione con conseguente diminuzione della sua concentrazione.  
È quindi buona norma, per ridurre al minimo il processo di foto-ossidazione, imbottigliare 
l’olio, eliminando l’ossigeno presente nella parte alta della bottiglia grazie all’aiuto 
dell’azoto, e conservarlo in luoghi poco luminosi. Misurando la concentrazione di 
oleocantale dopo 10 mesi dall’imbottigliamento, è stata osservata una perdita del 37% di 
oleocantale in oli non ben imbottigliati ed esposti alla luce, rispetto ad una perdita del 15% 
in oli ben conservati. 
Secondo studi di Servili e Montedoro l’oleocantale, rispetto ad altri composti fenolici, ha 
una buona resistenza al calore. Questo è dovuto alla sua struttura chimica; i radicali liberi 
agiscono velocemente con i composti fenolici degradandoli, e la posizione dell’ossidrile 
nell’anello aromatico gioca un ruolo fondamentale sulla loro resistenza alla degradazione. I 
gruppi ossidrilici in orto aumentano il potenziale ossidante rispetto a quelli in meta ed in 
para. L’oleocantale ha solo un ossidrile in para e questo potrebbe spiegare la sua resistenza 
alla degradazione rispetto agli altri composti fenolici. 
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L’olio vergine d’oliva, principale componente della dieta mediterranea, ha dimostrato avere 
effetti benefici sulla salute umana, in particolare nella prevenzione di malattie 
cardiovascolari, neurodegenerative, infettive ed anche tumorali. Tra i numerosi costituenti 
dell’olio d’oliva, i derivati secoiridoidi e, in particolare, l’oleocantale, hanno dimostrato 
avere un ruolo importante, sia per la loro azione antiossidante che per altri meccanismi 
mediati da un target cellulare specifico. 
 
 
Figura 16. Struttura dell'oleocantale 
L’oleocantale (Fig. 16) è  responsabile della sensazione di pizzicore e bruciore a livello 
orofaringeo associato all’ingestione di olio. Questa molecola ha effetti simili al noto FANS 
ibuprofene, con cui condivide, non solo l’azione leggermente irritante a livello orofaringeo, 
dovuta all’interazione con il recettore TRPA1, ma anche la ancor più nota azione inibitoria  
nei confronti delle ciclossigenasi COX-1 e COX-2. L’attività sulle COX può giustificare il 
potenziale ruolo benefico dell’oleocantale in diverse malattie croniche come quelle 
cardiovascolari e le malattie infiammatorie degenerative delle articolazioni. Tuttavia, altri 
meccanismi di azione sono stati proposti in base a evidenze derivanti da studi recenti su 
questa molecola.  
Il presente lavoro di tesi è consistito nella messa a punto di una procedura di estrazione e 
purificazione dell’oleocantale dall’olio vergine di oliva e nella valutazione della sua attività 
antitumorale in vitro su diverse linee tumorali, di melanoma umano e adenocarcinoma del 
colon. Per quanto riguarda l’estrazione e la purificazione dell’oleocantale, è stata utilizzata 
una procedura già utilizzata nel laboratorio dove ho svolto il mio lavoro di tesi sperimentale, 
apportando alcune modifiche al fine di migliorarne la resa. Ciò ha permesso di ottenere 
l’oleocantale con una purezza maggiore del 95%. In seguito, è stata testata l’efficacia 
dell’oleocantale, così ottenuto, sulla linea cellulare di melanoma umano A375 e  sulle 
cellule di carcinoma intestinale Colo-320 e Caco-2. Avendo riscontrato il maggior effetto 
sulle cellule di melanoma, sono stati svolti esperimenti anche su fibroblasti umani cutanei 
(HDFa), come controllo non tumorale. 
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3.1 ESTRAZIONE E PURIFICAZIONE  
 
I metodi di estrazione e purificazione delle sostanze fenoliche, e in particolare 
dell’oleocantale, attualmente disponibili in letteratura sono molteplici. 
I metodi estrattivi utilizzati possono ricondursi essenzialmente in due tecniche: 
 Estrazione liquido-liquido (LLE): è una metodica di laboratorio utilizzata per 
ottenere composti puri da fonti animali o vegetali o semplicemente per purificare 
sostanze impure. Per estrarre i composti fenolici dell’olio vergine d’oliva, la maggior 
parte delle tecniche LLE note in letteratura (Vasquez 1978, Tsimidou 1996) 
utilizzano una miscela di metanolo e acqua; l’unica differenza tra questi metodi sta 
nella percentuale di acqua presente nella miscela, che va dallo 0% al 40%. 
Recentemente è stato riportato che solventi polari come il metanolo e l’acqua, 
normalmente utilizzati nelle procedure di estrazione dei composti fenolici dell’olio 
d’oliva e nella maggior parte delle procedure analitiche per la separazione e 
valutazione dei suddetti composti, reagiscono rapidamente con i gruppi aldeidici 
dell’oleocantale dando luogo ad un equilibrio con le corrispondenti forme acetaliche 
ed emiacetaliche (Fig. 17). La formazione di queste specie all’equilibrio influisce 
sull’efficacia del metodo estrattivo quando vengono utilizzati solventi che, come il 
metanolo, sono in grado di interagire con la forma dialdeidica dell’oleocantale (Di 
Donna, 2011). Per questo motivo attualmente viene utilizzato come solvente polare 
di estrazione l’acetonitrile che non è in grado di reagire con l’oleocantale.  In alcuni 
casi, prima di procedere con l’estrazione LLE, all’olio viene aggiunto un solvente 
lipofilo come l’esano o l’etere di petrolio, al fine di migliorare la capacità di 
recupero delle sostanze fenoliche (Vasquez 1978, Tsimidou 1996). 
 
                               
                                    Figura 17. Rappresentazione grafica delle specie presenti all’equilibrio quando l’ oleocantale interagisce con 




 Estrazione in fase solida (SPE): Il campione (fase mobile) viene fatto passare 
attraverso la fase solida, quindi, dopo lavaggio della colonna, viene eluito tramite un 
solvente appropriato. 
 
Per quanto riguarda i metodi di separazione e valutazione dei composti fenolici, questi 
generalmente prevedeno l’utilizzo di tecniche cromatografiche e tra queste la più utilizzata è 
l’ HPLC a fase inversa (Mannino 1993, Owen 2000). Queste tecniche differiscono 
essenzialmente per il metodo di rivelazione applicato. 
Di recente due diverse tecniche cromatografiche sono state utilizzate al fine di purificare la 
matrice oleosa e ottenere la separazione dei derivati fenolici: la cromatografia liquida a 
media pressione MPLC (Busnena 2013) e la flash cromatografia su colonna (Karkoula 2012 
e 2014). 
 
In questo lavoro di tesi, ho utilizzato un metodo di estrazione e purificazione elaborato 
precedentemente nel laboratorio dove ho svolto la mia tesi, utilizzando come linee guida 
quelle riportate in letteratura (Karkoula 2012), ma adoperando alcune modifiche al fine di 
migliorarne la resa. La procedura di estrazione e purificazione dell’olio d’oliva sviluppata da 
Karkoula e colleghi prevede l’iniziale estrazione della matrice oleosa con cicloesano e 
acetonitrile (4:5) mediante l’utilizzo di centrifuga ed imbuto separatore. Il residuo ottenuto 
dopo evaporazione della fase acetonitrilica è poi sottoposto a flash cromatografia su gel di 
silice usando come fase mobile una miscela etere di petrolio-acetato di etile in gradiente di 
eluizione; infine le frazioni contenenti i vari composti fenolici vengono ulteriormente 
purificate mediante TLC preparativa usando una miscela cicloesano/acetato di etile 3:7 
come eluente. 
Il metodo da me utilizzato (Fig. 18) prevede: 
1. Estrazione della matrice oleosa con n-esano e acetonitrile in rapporto 4:5, 
centrifugazione della miscela e separazione della fase acetonitrilica. L’utilizzo del n-
esano come solvente lipofilo, durante la fase estrattiva della matrice oleosa, al posto 
del cicloesano garantisce un’invariata efficacia estrattiva e rende più rapida e 
completa la separazione delle due fasi. 
2. Purificazione per flash cromatografia su gel di silice, utilizzando inizialmente come 
eluente il diclorometano e successivamente una miscela di etere di petrolio/acetato di 
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etile in gradiente di eluizione. L’utilizzo del diclorometano ha permesso una più 
efficace purificazione dell’estratto dai componenti più lipofili. 
3. Le frazioni contenenti l’oleocantale sono state ulteriormente purificate mediante 




Figura 18. Schema della procedura utilizzata. 
 
 
Figura 19. Spettro 
1
H-NMR ottenuto dall’analisi del campione ricavato dopo flash cromatografia. 
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Figura 20. Spettro 
1
H-NMR ottenuto dall’analisi del campione ricavato dalla TLC preparativa 
 
1
H-NMR: (CDCl3, 400 MHz): 9.63 (s, 1H), 9.23 (d, J = 2 Hz, 1H), 7.06-7.03 (m, 2H), 6.77-
6.73 (m, 2H), 6.63 (q, J = 7.2 Hz, 1H), 4.19-4.11 (m, 2H), 3.62-3.59 (m, 1H), 3.01-2.95 (m, 
1H), 2.84-2.58 (m, 5H), 2.07 (d, J = 6,8 Hz, 3H). 
 
Prima di procedere con l’estrazione, si è resa necessaria la scelta della tipologia dell’olio 
d’oliva da purificare al fine di ottenere una soddisfacente quantità di oleocantale. 
Questo è stato possibile grazie all’applicazione di un metodo analitico sviluppato di recente 
dal gruppo di Karkoula (2012) e precedentemente utilizzato nel laboratorio dove ho svolto la 
mia tesi sperimentale, basato sull’uso della risonanza magnetica nucleare (1H-NMR). 
Il metodo si basa sul fatto che l’oleocantale presenta un segnale caratteristico, un doppietto, 
a δ = 9.22 ppm dovuto al gruppo aldeidico coniugato. Questo segnale è presente anche in 





Figura 21. Spettro 
1
H-NMR dei derivati secoiridoidi dell’olio vergine d’oliva (Karkoula 2012) 
 
Utilizzando come standard interno una soluzione a concentrazione nota di siringaldeide, la 
quale presenta un gruppo aldeidico il cui segnale caratteristico cade a δ = 9.81 ppm, è 
possibile avere un’indicazione approssimativa della quantità di oleocantale presente 
nell’olio analizzato dal rapporto tra l’integrale del doppietto dell’oleocantale e l’integrale del 
segnale della siringaldeide, al quale viene attribuito il valore di 1. 
 
 
Figura 22. Struttura chimica dell’oleocantale e della siringaldeide. 
 
L’applicazione di questo metodo ha consentito di confrontare le diverse tipologie di olio e la 
scelta dell’olio con il miglior contenuto di oleocantale. Come esempio è riportato in Figura 23 
uno degli spettri ottenuti, registrato con uno spettrometro Bruker Avance operante a 400 MHz 






Figura 23. Esempio di uno degli spettri ottenuti dall’analisi dell’olio vergine di oliva. 
 
 




La purezza dell’oleocantale derivante dall’estrazione della matrice oleosa è stata valutata 
mediante HPLC (Fig. 24) ed è risultata maggiore del 95%. Le analisi sono state effettuate 
utilizzando una HPLC Varian 9012 accoppiato ad un detector UV-DAD Varian Pro-Star ed 
un iniettore con loop da 20 µL.  
La colonna utilizzata è una Phenomenex (250 x 4.6 mm) Gemini 5µ. Le letture dei 
cromatogrammi sono state effettuate ad una lunghezza d’onda di 278 nm.  
Il gradiente di eluizione utilizzato, ad un flusso di 0.7 ml/min prevedeva: il 20% di una 
soluzione 0.1% v/v di acido acetico in acetonitrile (A) e l’80%  di una soluzione 0.1% v/v di 
acido acetico in acqua (B) da 0 a 3 min; un gradiente 20%-95% di A da 3 a 30 min; il 95% 
di A da 30 a 35 min. 
Come si può vedere dalla Figura 24,  si ha un picco abbastanza consistente che corrisponde 




3.2 MATERIALI PER L’ESTRAZIONE E LA PURIFICAZIONE 
 
I solventi utilizzati per l’estrazione e purificazione dell’olio d’oliva, il CDCl3 e La 
siringaldeide usata come standard interno (IS) sono stati acquistati dalla Sigma Aldrich. 
 Le evaporazioni sono state eseguite sotto vuoto in un evaporatore rotante. Per le 
cromatografie su colonna è stato utilizzato gel di silice 60 (0.040-0.063 mm) MERK. Le 
TLC analitiche sono state eseguite usando lastrine in gel di silice 60 F254 MERK contenenti 
un indicatore fluorescente, le varie macchie della TLC sono state evidenziate per mezzo di 
una lampada UV operante a 254 nm, o per mezzo di colorazione con una soluzione di acido 
fosfomolibdico/etanolo assoluto e successivo riscaldamento. Le TLC preparative sono state 
eseguite usando lastre di gel di silice F254 MERK 20x10 cm con spessore di 2 mm e lastre di 
gel di silice F254 MERK 10x10 cm con spessore 1mm, entrambe cintenenti un indicatore 
fluorescente. Per quanto riguarda la flash-cromatografia, il sistema utilizzato include una 
pompa Buchi
 ®
 Module C-601 e colonne pre-impaccate Buchi
 ®
 silica gel 60. Gli spettri di 
risonanza magnetica nucleare protonica sono stati eseguiti con uno spettrometro Bruker 
Avance III
TM
 400 operante a 400 MHz; i chemical shift δ sono espressi in ppm. Gli oli 




3.3 METODO DI ESTRAZIONE E PURIFICAZIONE 
 
Un totale di 389 g di olio vergine d’oliva sono stati suddivisi in 389 provette da centrifuga 
(1 g di olio in ogni provetta) e ad ogni provetta sono stati aggiunti 4 ml di n-esano (per un 
totale di 1.556 L di n-esano utilizzati) e 5 ml di acetonitrile (per un totale di 1.945 L). La 
miscela è stata omogenizzata utilizzato il vortex per 30 secondi e centrifugata per 5 minuti a 
4100 rpm e a 25°C.  
Successivamente il tutto è trasferito in un imbuto separatore per separare le due fasi e quella 
acetonitrilica è stata poi evaporata al rotavapor, fornendo 2.74 g di solido. L’estratto 
ottenuto è stato solubilizzato in toluene e purificato tramite flash-cromatografia su colonna 
di gel di silice utilizzando come eluente, dapprima il 100% di CH2Cl2, ed in seguito una 
miscela di etere di petrolio/acetato di elile  in gradiente di concentrazione come mostrato in 
tabella:  
 
FASE MOBILE FRAZIONI VOLUME TOT (ml) 
100% CH2Cl2 beute 1600 
90:10% etere p./AcOEt beute 1500 
80:20% etere p./AcOEt beute 2000 
75:25% etere p./AcOEt beute 1250 
70:30% etere p./AcOEt 30-79 1500 
50:50% etere p./AcOEt 80-142 2000 
100% AcOEt 143-233 3200 
 
 
La frazione migliore 89-96 ha fornito un residuo di 100,2 mg che è stato ulteriormente 
purificato mediante cromatografia su TLC preparativa in gel di silice (20x20 cm, spessore 2 
mm), utilizzando come fase mobile una miscela di etere di petrolio/acetato di etile 4:6. La 
zona di interesse della TLC è stata poi estratta dalla fase stazionaria con acetato di etile 
mediante sonicazione per 15 minuti. La soluzione risultante viene poi filtrata ed evaporata 








Il residuo ottenuto dall’estrazione con acetonitrile e n-esano di 5 grammi di olio, secondo la 
procedura precedentemente descritta, è stato disciolto in 750 µL di CDCl3 e di questa 
soluzione ne vengono prelevati 550  µL che vengono trasferiti in un tubicino da NMR 
(5mm). Gli spettri 
1
H-NMR sono stati registrati mediante l’utilizzo di uno spettrometro 
NMR (Bruker Avance 400) a 400 MHz. Sono state effettuate 50 scansioni per ciascun 
campione con un numero di punti di 64K all’interno di un intervallo spettrale di 16 ppm con 
un tempo di rilassamento di 1 secondo ed in tempo di acquisizione di 5.4 secondi. Prima 
della trasformata di Fourier (FT) è stato applicato un fattore esponenziale di moltiplicazione 
(line brodening) di 0.3 Hz. L’integrazione dei picchi è stata effettuata manualmente, così da 
ottenere una integrazione accurata dei picchi d’interesse.
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4. VALUTAZIONE DELL’ATTIVITA’ 
ANTITUMORALE DELL’OLEOCANTALE 
SU LINEE CELLULARI IN COLTURA 
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4.1 MATERIALI PER GLI STUDI FUNZIONALI 
 
4.1.1  Linee cellulari A375 
Le A375 sono cellule di melanoma cutaneo (American Type Culture Collection, ATCC, 
Rockville, MA, USA) caratterizzate da un tempo di duplicazione di circa 20 ore ad una 
temperatura di incubazione di 37°C con il 5% di CO2; per il mantenimento in coltura è stato 
utilizzato come terreno il Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640 Medium, 
Sigma Aldrich, Milano), al quale sono stati aggiunti siero fetale bovino al 10% (FBS, Sigma 
Aldrich, Milano) e una miscela 1:1 degli antibiotici penicillina (50 UI/ml) e streptomicina 
(50 µg/ml) all’1% (EuroClone, Milano). Le cellule della linea cellulare A375 crescono 
adese alla superficie della fiasca, assumendo un aspetto allungato (fig. 25). 
 
             Figura 25. Fotomicrografica delle cellule A-375 a bassa densità (a sinistra) ed alta densità (a destra) di crescita 
 
4.1.2 Linee cellulari Colo-320 
Le Colo-320 sono cellule di carcinoma intestinale (American Type Culture Collection, 
ATCC, Rockville, MA, USA). Il loro tempo di replicazione è 38 ore ad una temperatura di 
37°C e in incubazione con il 5% di CO2. Per il mantenimento in coltura è stato utilizzato il 
mezzo RPMI ricostituito con il 10% di FBS e l’1% della miscela 1:1 degli antibiotici 





                             Figura 26. Fotomicrografica delle cellule Colo-320 a bassa densità (a sinistra) ed alta densità (a destra) di crescita 
4.1.3 Linee cellulari Caco-2 
Le Caco-2 sono cellule epiteliali dell’adenocarcinoma intestinale (American Type Culture 
Collection, ATCC, Rockville, MA, USA) aventi un tempo di duplicazione di circa 80 ore a 
37°C ed il 5% di CO2. Per il mantenimento in coltura è stato utilizzato come mezzo il 
Dulbecco’s Modified Medium (DMEM, Sigma Aldrich, Milano), ricostituito con il 10% 
FBS, 1% di aminoacidi non essenziali e l’1% di una miscela di antibiotici di 
streptomicina/penicillina 1:1. 
 




4.1.4 Linee cellulari HDFa 
Le Human Dermal Fibroblasts, adult (HDFa) sono cellule epiteliali sane (Ref. C-013-5C, 
Gibco, Life Technologies, CA, USA). Per il mantenimento in coltura è stato utilizzato come 
terreno il RPMI ricostituito con l’10% FBS e l’1% di una miscela di antibiotici di 
streptomicina/penicillina e l’ incubazione ad una temperatura di 37°C con il 5% di CO2. 
 
                           
                                               Figura 28. Fotomicrografica delle cellule HDF-a adulte 
 
4.1.5 Terreno di coltura RPMI 
Il RPMI 1640 Medium è il terreno di coltura utilizzato per consentire la crescita e la 
proliferazione di cellule A375, Colo-320 e HDFa. Contiene una serie di nutrienti cellulari, 
aminoacidi, sali, vitamine, glucosio, glutammina e anche una piccola quantità di indicatore 
rosso fenolo. Il suo colore mostra una graduale transizione dal giallo al rosso all'aumentare 
del valore del pH tra 6.8 e 8.2. Sopra pH 8.2 il rosso fenolo assume una colorazione rosa 
chiaro. Quando i nutrienti sono stati consumati dalle cellule, si ha un abbassamento di pH 
con conseguente variazione di colore intorno al giallino. 
 
4.1.6 Terreno di coltura DMEM 
Il DMEM è il terreno di coltura usato per consentire la crescita e la proliferazione delle 
cellule Caco-2. Contiene amminoacidi, vitamine, sali, glucosio, glutammina e, come 
indicatore di pH, il rosso fenolo. Per valori di pH intorno a 7.4, in cui le cellule crescono 
bene, presenta un colore rosso-arancio che vira al giallo quando, in seguito a proliferazione 
cellulare, si ha acidificazione del mezzo per produzione della CO2 proveniente dal 
metabolismo cellulare. Assume, invece, una colorazione violacea in presenza di pH alcalino 
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Il FBS è costituito da fattori di crescita e proteine che hanno il compito di facilitare la 
sopravvivenza, la crescita e la divisione cellulare e per questo viene addizionato al mezzo. 
 
4.1.8 Penicillina/streptomicina 
La miscela 1:1 degli antibiotici penicillina (50 UI/ml) e streptomicina (50 µg/ml) 
(Penicillina/streptomicina Sigma-Aldrich, Milano) viene usata per evitare la contaminazione 
batterica all'interno della coltura cellulare. 
 
4.1.9 PBS 
Il PBS è un tampone costituito da una soluzione salina acquosa contenente cloruro di sodio, 
cloruro di potassio e fosfato di sodio. La sua funzione è quella di mantenere i valori di pH 
costanti, isotonici. Non essendo tossico per le cellule, viene usato per i lavaggi delle colture 
cellulari allo scopo di eliminare i detriti. 
 
4.1.10 Tripsina 
La soluzione di tripsina-EDTA (Trypsin-Versene (EDTA) Mix 1X, Sigma Aldarich, 
Milano) è una soluzione contenente la proteasi tripsina, capace di apportare tagli proteolitici 
a livello del legame tra l'arginina a livello di proteine di membrana  e la lisina del supporto 
trattato (fondo dei pozzetti delle piastre), permettendo il distacco delle cellule che crescono 
adese al pozzetto. Nella soluzione è presente anche l'EDTA, un agente chelante, che viene 
aggiunto per migliorare l'attività proteolitica della tripsina poichè, legando cationi come il 
calcio e il magnesio presenti nell'ambiente extra-cellulare, gli impedisce di nascondere i 
legami peptidici su cui agisce la tripsina. 
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4.2 METODI UTILIZZATI NEGLI STUDI FUNZIONALI 
 
4.2.1 Scongelamento delle linee cellulari 
Lo scongelamento è la procedura necessaria per riportare le cellule in uno stato metabolico 
attivo dopo esser state conservate congelate in azoto liquido.  
Il criotubo contenente le cellule, viene dapprima posto in ghiaccio ed in seguito in bagno- 
maria a 37°C. 
 Una volta scongelato, il contenuto del vial viene aspirato ed introdotto in una provetta 
sterile da 15 ml. Successivamente si aggiungono, goccia a goccia, 5-6 ml di mezzo di coltura 
ricostituito, preventivamente riscaldato anch’esso a bagno-maria a 37°C. Si risospende, 
quindi, delicatamente il mezzo, al  fine di equilibrare la sospensione cellulare con il mezzo, 
e si lascia riposare a temperatura ambiente per qualche minuto. La provetta viene 
centrifugata a 1100 rpm per 5 minuti; in seguito, il sovranatante viene eliminato ed il pellet 
cellulare risospeso in 3-4 ml di mezzo ricostituito. La sospensione cellulare viene infine 
trasferita in una fiasca per coltura contenente 10-12 ml di mezzo completo, e posta 
nell’incubatore a 37°C con il 5% di CO2. 
 
4.2.2 Mantenimento in coltura 
Le linee cellulari sono mantenute in una fase di crescita esponenziale in fiasche per colture 
cellulari T75 (Starstedt, Verona, Italia) all’interno dell’incubatore che mantiene la 
temperatura a 37°C con il 5% di CO2. Le cellule vengono controllate quotidianamente, ed il 
mezzo consumato viene sostituito con del mezzo fresco per eliminare così i prodotti di 
scarto del metabolismo cellulare (che causano il viraggio dell’indicatore acido-base dal 
rosso al giallo) e fornire nuovamente le sostanze che consentono e favoriscono la 
proliferazione cellulare. 
Quando le cellule sono quasi a confluenza (75-80% della superficie totale della fiasca), per 
evitare che continuino a replicarsi formando dei multistrati cellulari (in assenza di inibizione 
da contatto), è necessario staccarle. 
Il procedimento prevede di aspirare completamente il mezzo e lavare la superficie di crescita 
con 5-6 ml di PBS per eliminare i detriti cellulari. Quindi, aspirato il PBS, si aggiungono 2 
ml di soluzione di tripsina/PBS in rapporto 1:1 in modo da staccare le cellule dalla 
superficie di crescita. Si colloca quindi la fiasca in incubatore (la catalisi della tripsina si 
attiva a 37°C) per 1 minuto, al termine del quale si accerta al microscopio che le cellule si 
siano effettivamente staccate.  
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A questo punto si procede aggiungendo 5-6 ml di mezzo completo per inattivare la proteolisi 
enzimatica e, dopo aver trasferito la sospensione cellulare in una provetta da 15 ml, si 
centrifuga a 1100 rpm per 5 minuti. Alla fine di tale operazione, si aspira il surnatante e il 
pellet ottenuto viene delicatamente risospeso in mezzo di coltura completo. Le cellule sono 
quindi seminate in una nuova fiasca o congelate. 
 
4.2.3 Congelamento della linea cellulare 
Il congelamento cellulare è la procedura necessaria qualora si voglia conservare le cellule 
per un lungo periodo di tempo in uno stato di quiescenza. Per le linee cellulari utilizzate, il 
mezzo di congelamento è stato costituito da FBS (contenente proteine che possono 
esercitare una funzione stabilizzante e protettiva sulla membrana, in seguito ai danni che il 
congelamento può causare) ed il 10% di DMSO (che agisce da criopreservante avendo la 
funzione di ridurre le dimensioni dei cristalli di ghiaccio che si formano all’interno delle 
cellule). Di norma, vengono preparati 15 ml di mezzo di congelamento, da conservare a 
+4°C, per non più di un mese. 
La procedura prevede innanzitutto di staccare e centrifugare le cellule a 1100 rpm per 5 
minuti così da eliminare il surnatante e risospendere il pellet in 1.7 ml di mezzo di 
congelamento, indipendentemente dalle dimensioni del pellet (se il precipitato è 
eccessivamente abbondante, si possono preparare più criotubi; sarebbe opportuno non 
congelare più di 5x10
5
 cellule per crioval). Il criotubo viene infine depositato nel contenitore 
per la conservazione in congelatore a -80°C. Dopo 24h di congelamento, il criotubo viene 
posizionato in un tank metallico ed inserito nel dewar in azoto liquido. 
 
4.2.4 Trattamento con oleocantale e analisi della vitalità cellulare. 
La vitalità cellulare è stata valutata mediante saggio colorimetrico (Cell Proliferation 
Reagent WST-1, Roche, Mannheim, Germany), dove il reagente principale è un sale di 
tetrazolio, WST-1, che viene metabolizzato da enzimi mitocondriali in un sale di formazano 




                                             Figura 29. Bioconversione del substrato WST-1 in sale formazano solubile. 
 
Le cellule sono state seminate in una piastra da 96 pozzetti, considerando un numero 
massimo di 3000 cellule per ciascun pozzetto sia per le A375 che per le Caco-2, 10.000 
cellule per pozzetto nel caso della linea cellulare Colo-320 ed infine 5000 cellule per le 
HDFa. 
 Dopo 24 ore dalla semina, tempo necessario per permettere l’adesione cellulare, il mezzo di 
coltura è stato rimosso e sostituito con 100 µl di soluzione contenente l’oleocantale in 
DMSO, in un range di concentrazioni 0.1-100 µM.  
Ogni campione è stato analizzato in triplicato, incluso il controllo non trattato ed il controllo 
contenente il solvente di solubilizzazione (DMSO) in percentuale corrispondente a quella 
determinata nei pozzetti relativi alla massima concentrazione testata. 
I pozzetti sono stati controllati ogni 24, 48 e 72 ore, e dopo 72 ore di esposizione 
all’oleocantale, sono stati aggiunti ad ogni pozzetto 10 µl di WST-1 per 100 µl di soluzione. 
Le piastre trattate sono state posizionate in incubatore per 1 ora, ed in seguito è stata 
misurata l’assorbanza con il lettore di micropiastre Victor2TM (Wallac, PerkinElmer, 
Waltham, USA) ad una lunghezza d’onda di 450 nm. 
Per ovviare all’assorbimento nel campo del visibile del mezzo di coltura e delle sostanze in 
esso solubilizzate, fenomeno che può falsare i valori reali di assorbanza del sale di 
formazano, è stato utilizzato un bianco, ovvero un pozzetto contenente la stessa soluzione 
del trattato, senza cellule seminate al suo interno. 
49 
 
Al valore dell’assorbanza di ogni campione è stato sottratto il valore dell’assorbanza del 
bianco.  
L’inibizione della vitalità cellulare è stata quindi calcolata come percentuale di assorbanza 
delle cellule trattate meno il bianco; la concentrazione che determina il 50% di inibizione di 
crescita cellulare (IC50) è stata determinata sulla curva ottenuta dalla regressione non 
lineare dei dati (GraphPad Software, San Diego, USA).  
Gli esperimenti sono stati condotti in triplicato e i valori di IC50, espressi come medie ± 
errore standard (SE), sono stati calcolati da tre esperimenti indipendenti.  
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4.3 RISULTATI E DISCUSSIONI 
 
4.3.1. Effetto dell’oleocantale su cellule di melanoma umano 
 
L’oleocantale è stato saggiato in cellule di melanoma umano A375 in un range di 
concentrazioni da 0.1 a 100 µM. La vitalità cellulare è stata valutata tramite saggio 
colorimetrico con il reattivo WST-1 dopo 72 ore di esposizione. Il trattamento con 
l’oleocantale induce una riduzione della vitalità in modo concentrazione-dipendente nelle 
cellule umane di melanoma, con IC50 di 20.96±1.17 µM (Fig. 30). Un ruolo di inibizione 
delle COX da parte dell’oleocantale nell’azione antimelanoma osservato è improbabile, per 
evidenze precedentemente ottenute sulla linea A375, che non ha mostrato di essere sensibile 
all’azione di indometacina (inibitore COX non selettivo) e di rofecoxib (COX-2 selettivo) 
(Adinolfi et al., 2013). 
 
 
              Figura 30. Vitalità cellulare dopo trattamento con oleocantale per 72h in cellule di melanoma umano (A375) e in 
fibroblasti isolati da derma adulto (HDFa). # p<0,05 verso 0,01 uM in HDFa;  * p<0,05 verso 0,01 uM in A375 
La vitalità cellulare dopo trattamento con oleocantale  è stata valutata anche in fibroblasti 
umani isolati da derma adulto (HDFa), usati come controllo non tumorale; come si osserva 
dalla Figura 30, l’oleocantale porta ad una modificazione significativa della vitalità solo alla 
concentrazione 100 micromolare, questo dato è stato confermato anche per un’esposizione 
di 96 h (dato non mostrato).  
La sperimentazione realizzata nel presente lavoro di tesi rileva, dunque, un effetto 
antitumorale in vitro su cellule di melanoma cutaneo verso il quale non ci sono ad oggi dati 
della letteratura; il valore di IC50 ottenuto in cellule di melanoma è, inoltre, in accordo con i 
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valori presenti nella letteratura su linee tumorali di tumore al seno (Akl et al., 2014; Elnagar 
et al., 2011). L’azione sulle cellule di  melanoma appare interessante per la specificità 
mostrata dal confronto con cellule isolate da derma adulto (HDFa) non tumorali. Pertanto gli 
esperimenti futuri saranno rivolti a confermare su altre linee di melanoma cutaneo o su altri 
tumori della pelle, questa azione dell’oleocantale, investigandone anche il meccanismo 
d’azione.  
 
4.3.2 Effetto dell’oleocantale su cellule umane di adenocarcinoma al colon. 
L’oleocantale è stato testato, in vitro, anche su due linee di cellule umane di adenocarcinoma 
al colon, le Caco-2 e le Colo-320, in un range di concentrazioni di 0.1-100 µM. In seguito al 
trattamento, la vitalità cellulare dopo 72 h (valutata con il saggio del WST-1), ha fornito i 
seguenti risultati: 
 




Come si può vedere dal confronto degli IC50, l’efficacia dell’oleocantale è stata maggiore 
nelle cellule Colo-320 rispetto alle Caco-2. Non avendo effettuato altri esperimenti volti a 
chiarire il meccanismo d’azione dell’oleocantale nei nostri modelli, non è facile giustificare, 
attualmente, la differenza tra le due linee. Un ruolo ipotizzabile potrebbe essere anche di 
tipo farmacocinetico, svolto dall’espressione della proteina di efflusso P-glicoproteina (P-
gp) in maniera differente nelle due linee, con una possibile attività di substrato della P-gp 





Il presente lavoro di tesi è consistito nella messa a punto di una procedura di estrazione e 
purificazione dell’oleocantale dall’olio vergine di oliva e nella valutazione della sua attività 
antitumorale  in vitro su linee di melanoma umano e adenocarcinoma del colon. I punti 
salienti dei risultati ottenuti sono i seguenti: 
 L’oleocantale ha attività antitumorale su tutte e tre le linee cellulari nei confronti 
delle quali è stato testato, con indici di riduzione della vitalità, in accordo con 
risultati della letteratura ottenuti su altre linee tumorali umane; 
 L’azione dell’oleocantale sulle cellule di melanoma non è riproducibile su cellule 
della cute non tumorali, mostrando un buon grado di selettività.  
 
In conlusione, queste evidenze indicano che estratti fenolici di olio vergine d’oliva arricchiti 
in oleocantale, potrebbero essere utilizzati in preparati nutraceutici o cosmeceutici per la 
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